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Abstract of FR2773808 

Compounds that are capable of trapping metal ions are: (a) Polyamines obtained by reaction of a diamine 
(1 ) with a crosslinking agent; (b) a mixture of such polyamines; and (c) a conjugate of two diamines or 
polyamines as described linked directly or through a succinic or glutaric anhydride residue. The diamine 
or mixture of diamines used to prepare the polyamines are of formula H2N-A-NR1 (1 ) A = 1 -6C alkylene 
or alkylidene optionally substituted by one or more carboxyl groups, -(CH2)n-CO-, -CO-(CH2)n-, -{CH2)n- 
NH-(CH2)h-. or -(CH2)n-NH-(CH2)n-NH-(CH2)n-; n = 1 - 6; R1 = H. 1-6C alkyi optionally substituted by 
one or more carboxyl groups arid/or an imidazolyl. The diamine may also be one prepared by 
polymerization of a molecule carrying an amine function and an aldehyde function protected by acetal 
formation, or by reduction of a polyamide. The conjugates of two diamines or polyamines are of formula 
X-Y-Zp X and Z = a diamine of formula (1 ) or a polyamlne or mixture of polyamines as defined, or Z may 
also be a carrier molecule such as polylysine or bovine seric albumin; Y = a direct bond or a succinic or 
glutaric anhydride residue; p = 1 - 3 such that when X is a succinic or glutaric residue and X is (1), then A 
= alkylene, -(CH2)n-NH-(CH2)n-, or -(CH2)n-NH-(CH2)n-NH-(CH2)n-; and R1 = H, or A = -(CH2)2-CO- 
and R1 = (imidazol-5-yl)carboxymethyl. An Independent claim is included for a method of recovering 
metal ions from solution comprising contacting the solution of metal Ions with a compounds as described 
to form a complex, passing the complex through a filtration means to retain or filter the complex, and 
recovering the metal ions by acid treatment of the retained or filtered complex. 
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^ LEUfTuTIL?^^ PIEGER LES IONS METALLIQUES, LEUR PROCEDE D'OBTENTION ET 

L'invention conceme des composes susceptlbles de " 
pieger des Ions m6talllques, cholsts parmi: 

* une polyamine susceptible d'etre obtenue soit par po- 
lym6risatlon dun agent reticulant et d'une diamine de for- 
mule (1 ) ou d'un melange de diamines de formule (1 ): 

2HN-A-NHR1 

soit par polymerisation sur elle-m§me d'une molecule 
comportant a la fois une fonction amin'e primaire et une 
fonction aldehyde protegee sous forme d'ac6tal soit par re- 
duction d'un polyamide; 

* un melange de polyamines telles que d6finies ci-des- 
sus; et 

* un conJugu6 de formule : 
X-Y-Z. 

ou A, Ri, X, Y, Z et p sont tels que d6finls dans la des- 
cription. 

L'invention conceme egalement l.'utilisation de ces com- 
poses ainsi qu'un proc^de dans lequel lis sont mis en 
oeuvre. 
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La presente invention concerne des composes ayant una forte capacitd de 
retention des ions m^talliques et de leurs anions presents dans les milieux 
aqueux. 

Le rendement de complexation doit etre 6lev6 et si possible le relargage 
5 aise pour recuperer les ions pieges d'une part et d'autre part recycler les 
composes utilises. 

Les objectifs recherches sont done les suivants : 

1) - pieger les ions metalliques et leurs anions presents dans des solutions 
aqueuses avec des molecules faciles a synth^tiser et peu coQteuses. par des 

10 mdthodes simples ; 

2) - obtenir un bon rendement ; 

3) - relargage facile de I'lon m6tallique apres avoir et6 piSge par les 
composes et reutilisation de ceux-ci ; 

4) - quantifier les ions par des methodes simples, par exemple des tests 
15 immunoenzymatiques ; 

Ces objectifs spnt attaints, conformement a Tinvention, par des composes 
d base de diamine(s). 

Ainsi, selon un premier aspect, invention concerne des composes choisis 
parmi : 

20 * une polyamine susceptible d'Stre obtenue soit par polymerisation d'un agent 
reticulant et d'une diamine de formula (1) ou d'un melange de diamines de 
formule(1): 

2HN-A-NHR1 (1) 

dans laquelle 

25 - A represente un (CrC6)alkylene ou alkylidene, eventuellement substitu6 
par un ou plusieurs carboxyles ; un groupe (CHj),;^ — C — ; un groupe 

O 

— C — (CH2),; — ; un groupe -(CH2)n-NH-(CH2)n- ; ou un groupe 
O 

-(CH2)n-NH-(CH2)n-NH-{CH2)n- i chaquB entier n pouvant prendre les valeurs 1 a 
6;et 

- Ri represente I'hydrogene ou un (Ci-C6)alkyle eventuellement substitue par un 
30 ou plusieurs carboxyles et/ou un imidazolyle, soit par polymerisation sur elle- 
meme d'une molecule comportant a la fois une fonction amine primaira et une 
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fonction aldehyde protegee sous forme d'acetal. soit par reduction d'un 
polyamide par un reducteur puissant tel que Thydrure de lithium et tfaluminium ; 

* un melange de polyamines telles que definies ci-dessus ; et 

* un conjugue de fomnule : 

5 X-Y-Zp 
dans laquelle 

- X et Z represented ind6pendamment une diamine de fomnule (1) ou une 
polyamine ou un melange de polyamines tels que definis ci-dessus ; Z peut aussi 
representer une molecule porteuse telle que la polylysine et Talbumine s^rique 
10 bovine ; 

- Y represente une liaison directe ou le residu de Tanhydride succinique ou 
glutarique ; et 

- p est un entier variant de 1 a 3. 

Par (Ci-C6)alkyle. on entend les groupes methyle. ethyle. n-propyle. i- 
15 propyle. n-butyle. i-butyle. s-butyle, t-butyle, n-pentyle, i-pentyle. t-pentyle et 
hexyle. 

Par (Ci-C6)alkyl§ne ou alkylidene, on entend les radicaux monovalents ou 
divalents correspondant aux groupes alkyles en Ci-Ce. 

Les composes ci-dessus sent dans Tensemble nouveaux et font partie 
20 integrante de Tinvention. Toutefois, la demande WO 96/15810 decrit des 
conjugues entre la polylysine et la carnitine, la carnosine ou des diamines de 
formulas 2HN-A-NH2 oil A represente un {Ci-C6)alkylene ou un groupe -(CH2)m- 
NH-B-(CH2)p-. B representant une liaison directe ou un groupe -(CH2)n-NH-, m, n 
et p variant de 1 a 5. Ce document decrit aussi I'utilisation de ces conjugues pour 
25 la preparation de medicaments utiles dans le traitement de la d^generescence 
neuronaie, des neuropathies infectieuses, traumatiques ou toxiques, des 
affections degeneratives a caractere autoimmun ou des affections prolifSratives. 

L'invention concerne done les conjugues de formule X-Y-Z ou Y represente 
I'anhydride succinique ou glutarique. Z represente la polylysine et X represente 
30 une diamine de formule 2HN-A-NHR1 dans laquelle 

* lorsque A est un (Ci-C6)alkylene, un groupe -(CH2)n-NH-(CH2)n- ou un 
groupe -(CH2)n-NH-{CH2)n-NH-(CH2)n-. Ri est ThydrogSne ; et 

* lorsque A est un groupe -(CH2)2-C(0)-. Ri est un groupe (imidazol-5- 
yl)carboxymethyle. 
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uniquement pour leur utilisation, decrite ci-apres pour les composes de 
{'invention. 

De maniere avantageuse, la diamine de formule (1) est choisie parmi : 

* la L-omithine, de formule : 
jHN — (CH2)3— CH -COOH 

NHj 

* la putr6scine, de formule : 
jHN — (CH2) — NHj 

* la cadaverine, de formule : 
jHN — (CH2)5— NH2 

* la L-camosine, de formule : - 
2HN — (CHj),— C— NH-CH- 



II 
O 



COOH 



T N 



N 
H 



30 



* la spermidine, de formule : 

2HN — (CH2)3— NH - (CH2) — N H2 

* et la spermine, de formule : 

2HN — (eH2)3— NH - (CH2) — N H — (CH2)3 — NH2 

Les polyamines selon Tinvention comprennent une ou plusieurs unites 
recurrentes de formule (1). Dans le premier cas, on pourra parler 
"d'homopolyamine" et dans le second cas. de "copolyamine", par analogic avec 
la chimie des polymeres. 

L'invention concerne done aussi bien les homopolyamines telles que par 
example la poly(L-ornithine), la poly(putrescine), la poly(cadaverine), la poly(L-: 
carnosine), la poly(spermidine) ou la poly(spermine) que les copoiyamines 
comme par exempie les copoiyamines spermine/spermidine/cadaverine/L' 
carnosine ; spermine/spermidine/cadaverine ; spermine/spermidine ; 
spermine/cadaverine/L-carnosine ; spermine/cadaverine/putrescine/L-camosine ; 
ou encore spermine/spermidine/putrescine/L-ornithine. 

Selon une variante de l'invention, les copoiyamines peuvent egalement 
comprendre un acide amine tel que le tryptophane, la cysteine ou la tyrosine, 
comme par exempie le copolymere spermine/L-carnosine/cysteine. ou bien 
encore une molecule possedant au moins un groupement amino. 
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Avantageusement, le compose conforme d rinvention est un melange de 
polyamines, notamment un melange d'homopolyamines, et de fagon preferee un 
melange de poly(L-omlthine), poly(putrescine), poly(cadav6rlne), 
poly(spemiidlne) et poly(spermine). 
5 D'autres composes prSferes selon Tinvention comprennent les conjugues 

de fomiule X-Y-Z 6£i X repr6sente une diamine de fomiule (1), Y represente le 
residu de Tanhydride succinique ou glutarique et Z represente un melange de 
polyamines tel que defini ci-dessus. 

Les conjugues de formule X-Y-Zp ou X represente une polyamine. Y 
10 represente une liaison directe, Z represente une diamine de formule (1) et p vaut 
1 ou 2, sont egalement des composes preferes selon la presente invention. 

Parmi ces conjugues, X represente avantageusement la poly(L-ornithine) 
ou la poly(L-carnosine) et Z represente la spermidine ou la spermine. 

Les polyamines conformes d rinvention peuvent §tre obtenues par 
15 polymerisation d'un agent de r6ticulatjpn tel que le formaldehyde, le glyoxal, le 
malonaldehyde, le 1,1,3.3-tetramethoxypropane ou le glutaraldehyde, et d'une 
diamine de formule (1) ou d*un melange de diamines de formule (1). Par 
exemple, la polymerisation peut s'effectuer selon le protocole en trois etapes 
suivant : 
20 1ere etaoe : 

100 mg de diamine sont dissouts dans 2ml d*acetate 1,5M pH 8, puis on 
ajoute progressivement 3ml de glutaraldehyde a 5% sous agitation ; le melange 
devient jaune orange en 5 minutes. 
2eme etaoe : 

25 la reduction des doubles liaisons des imines se fait par une solution de 

NaBH4dO,1M. 

3eme etaoe : 

La purification des polyamines est effectuee par dialyse : 

* lere dialyse centre de Teau avec du NaBH4 pour terminer la reduction; 
30 * puis 2 autres dialyses centre de Teau sans NaBH4. 

La reduction est complete et la polymerisation bonne dans ces conditions. 

Les meilleures polyamines en terme de rendement de polymerisation sont, 
par ordre decroissant : poly(putrescine) > poly(cadaverine) > poly(L-ornithine) > 
poly(spermidine) > poly(L-camosine). 
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La polymerisation peut 6galement s'effectuer a partir de m molecules de 
1,1,3,3-t4tram6thoxypropane et de m molecules comportant deux amines 
primaires comme I'^thylene diamine ou une polyamlne : 



H,C— O O— CH, 

' \ / ^ 

m CHj-CHj-CH + m H2N-CH2-CH2-NH2 

H3C— O O— CH3 



1/ HCI 0,4N 

^ -(NH-CHj-CHg-NH-CHj-CHg-CHj)-^ 

21 CHgCOONa 
3/ NaBH4 

selon le protocole suivant : 

d I'abri de la lumiere, 100 mg de diamine primaire sont dissouts dans 2 ml 
d'eau, 200 \A d'HCI 4N et 1.088 ml de 1..1,3.3-tetram6thoxypropane. Le melange 
est mis ^ I'etuve k ZVC sous agitation pendant 30 minutes. On ajoute 4 ml 
d'acetate 3M pH 8. Le melange est place a I'etuve a 37°C, sous agitation, 
pendant 2 heures. Les Stapes de r6duction des imines et de purification sont 
effectuees de la mSme maniere que dans la polymerisation au glutaraldehyde. 

De la mSme fagon, la polymerisation peut s'effectuer a partir de 
ramlnoacetald6hyde-diSthylac§tal : 



H,N-CH,-CH 
2 2 ^ 



O— CjHg 



O-C2H5 



ou de I'aminobutyraldehyde-diethylacetal 



O— C-H. 



HjN — CHg- CH2- CHj- CH 

O-C2H5 

En transfomnant rac§tal en aldehyde, la molecule se polymerise sur elle- 
m§me : 



2773808 



P ^2*^5 1/HCI0.4N 



nHjN-CHj-CH ^ .(-nH-CHj-CH^-K 



n— r u 2/CH3COONa 
° ^^"^ 3/NaBH, 



^O— C2H5 1/HCI0.4N 

mKN-CHrCH.-CK-CH -(-NH-CH2-CH2-CH2-CH2)-„ 

2/CH3COONa 
^ ^2^5 3/ NaBH4 

Le protocole mis en oeuvre est le suivant : 

a Tabri de la lumiere, 100 mg d'acetal sont dissouts dans 2 ml d'eau et 
200 Ml d*HC[ 4N ; le melange est mis a rstuve d 3TC sous agitation pendant 30 
minutes. On ajoute 4 ml d'acetate 3M pH 8. Le melange est place a I'^tuve a 
37X, sous agitation, pendant 2 heures. Les etapes de reduction des imines et 
de purification sont effectuees de la meme maniere que dans la polymerisation 
au giutaraldehyde. 

Les conjugues de formule X-Y-Z selon la presente invention peuvent etre 
obtenus par les methodes de couplage bien connues de Thomme du metier, 
entre un groups fonctionnel de chacune des molecules X et Z, ^ventuellement 
par I'intermediaire de Tanhydride succinique ou glutarique. Des exemples d'agent 
de couplage utilisable aux fins de I'invention incluent notamment le carbodiimide, 
le chloroform iate d'ethyle ou Thexamethylene diisocyanate. 

Ainsi, le compose Y est par example glutaryle ou succinyle de la fagon 
suivante : 10 mg du compose Y sont dissouts dans 1 ml d'eau [ou 200 pi de 
dimethylsulfoxyde (DMSO) et 800 pi d'eau], on ajoute 8.5 mg d'anhydride 
succinique ou glutarique et 85 pi de soude 1N en vortexant le melange. A Tissue 
de cette etape, on congele et lyophilise la solution. Le produit lyophylise est le 
compose : Y-succinyle ou Y-glutaryle avec un carboxyle libre qui pourra etre 
active a la carbodiimide (milieu aqueux) ou au chloroformiate d'ethyle (EOF, 
solvant anhydre). 

Dans le cas du couplage a la carbodiimide [1-ethyl-3-(3- 
dimethylaminopropyl, carbodiimide], 10 mg de compose Y-succinyle ou Y- 
glutaryle sont dissouts dans 5 ml de tampon morphilinoethanesulfonique 
(tampon MES) a 0,1M pH 5,4. Dans ce melange, on ajoute 20 mg du compose 
X-Z ayant des groupements NH2. Le couplage se fait en ajoutant 



r 
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progresstvement 20 mg de carbodiimide en 15 minutes et en ajustant le pH a 5,4 
par unajoutd'HCHN. 

Dans te cas du couplage a TECF, 10 mg de compose Y-succinyl6 ou Y- 
glutaryle sont dissouts dans 2 ml de DMSO anhydre ou 2 ml de 
5 dimethylformamide anhydre (DMF) ou 2 ml de methanol anhydre auxquels on 
ajoute 40 pi de triethylamine anhydre (TEA). Les groupes carboxyles sont 
actives par Taddition de 400 pi d*ECF pr6alablement dilue au 1/16, 15 minutes, 
sous agitation et a 4"" C. Dans le meme temps, on dissout d part 20 mg du 
compos6 X-Z dans 2 ml d'eau avec 40 pi de TEA. Apres 15 minutes, on verse 
10 sur la solution du compose X-Z le melange Y-succinyle ou Y-glutaryle. 

Le produit Y-succinyle ou Y-glutaryle est accroch6 a Tensemble X-Z. Le 
compose final est purifie par dialyse(s) centre de l*eau d I'^quilibre. 

Une evaluation electrophor6tique du degr6 de polymerisation des 
conjugu6s X-Y-Zp sur gel acrylamide a permis de d6finir une taille comprise en 
15 general entre 16 et 22 kDa. 

Lorsque Z represente la polylysine ou I'albumine serique bovine, on pourra 
se r§ferer a la m6thode de couplage decrite dans WO 96/15810. 

Les composes selon la presente invention ont une excellente capacity a 
pi6ger des ions m6talliques en solution par formation d*un complexe de 
20 coordination avec lesdits ions. 

lis peuvent par consequent §tre utilises pour recuperer des ions 
metalliques presents dans diverses solutions. 

Ainsi. selon un autre aspect, I'invention concerne un proc§de pour 
r6cuperer des ions metalliques en solution, qui comprend les etapes suivantes : 
25 - la mise en contact d'une solution contenant des ions metalliques avec un 

compose tel que defini ci-dessus pour former un complexe ; 

- le passage du complexe sur un dispositif de filtration pour retenir ou filtrer 
le complexe ; et 

- la recuperation des ions metalliques par traitement a Taide d'une solution 
30 acide du complexe retenu ou filtrS. 

Comme dispositif de filtration, on utilise avantageusement un appareil de 
dialyse, une membrane d'ultrafiltration ou de pr6f6rence une colonne de 
chromatographie par affinite. 
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Dans ce dernier cas, il est necessaire que le pH de la colonne soit 
maintenu a une valeur superieure ou egale A 8 lors du passage du complexe afin 
de maintenir les groupements -NH- ou -NH2 des diamines et/ou des polyamines 
sous cette forme. 

5 La recuperation des ions metalliques se fait par addition au dyaiisat d'une 

solution d'un acide mineral tel que Tacide chlorhydrique ou d*un tampon acide 
organique tel qu'un tampon glycine, ou lavage de la membrane ou de la colonne 
par une telle solution. 

II est ensuite possible, si on le souhaite de recupSrer le m^tal lui-m§me par 
10 Electrolyse specifique du dyaiisat. 

Un autre avantage du proced§ conforme a Tinvention reside dans le fait 
qu'il est possible de r^gdnerer les composes utilises, notamment par traitement 
du filtre utilise avec une solution tampon dont le pH est superieur ou egal a 7,4. 
Le precede conforme a invention est done a la fois simple et economique. 
15 Grdce d leurs propridtes, les composes conformes a Tinvention peuvent 

etre utilises dans differentes applications, par exemple : 

1/ - dans le traitement des eaux contaminees, notamment : 
1' - Les eaux peu chargees en ions mais a la limite du seiiil de 
consommation ; 
20 2* - Les eaux tres chargees en ions ; 

3' - Les eaux consommables mais devant Stre traitees pour obtenir ensuite 
des eaux ultrapures (laboratoires d'analyses medicales, de recherche, 
pharmaceutiques, etc, ...). 

2/ - pour la capture d'autres molecules non ionisees telles que les 
25 hydrocarbures pblycycliques aromatiques [benzo(a)pyrEne, 

dim6thylbenzanthrac§ne] et autres composes cycliques toxiques et 
cancerigSnes ; 

3/ - dans des applications biomSdicales : 

1* - L'administration de ces composes non toxiques (verifiee par 
30 Tadministration a des animaux sains) peut etre. envisagee dans des cas 
d*intoxication ionique aigue ou chronique chez des sujets exposes ; 

2* - Ces composes peuvent etre presents comme chElatants de toute 
surcharge metallique, chronique (sujets exposes du fait de leurs conditions de 
travail) ; 
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y - Leurs applications in vivo peuvent egalement etre etendues au 
piegeage tfautres composes non ioniques et notamment a certains composes 
cycliques circulant dans les liquides biologiques et les tissus. 

-^invention va maintenant §tre illustree par les exemples ci-apres. Dans 
5 ces exemples, on utilise les abrdviations suivantes : 

AG : anhydride glutarique 

ASB : albumine serique bovine 

CARN : L-carnitine 

CD : cadaverine 
10 ED : ethylenediamine 

G : residu de glutarald^hyde r6duit 

MDA : para, para'-m6thylenedianiline 

melange 1 : poly(ORN-G) + poly(PU-G) + poly(CD-G) + poly(SPD-G) + 
poly(SPM-G) 

15 melange 2 : poly(SPD-G) + poly(SPM-G) 

ORN : L-omithine 

PL : poly-L-lysine 

PU : putrescine 

SPD : spermidine 
20 SPM : spermine 

W : tryptophane. 

EXEMPLE 1 : Filtration par dialyse 
1 - Piegeaae/relaraaae du cuivre 

a) - 2 ml d'une solution contenant du sulfate de cuivre. mis en contact 
25 avec un compose selon I'invention. sont dialyses centre de Teau (1 litre). Un 
6chantillon du dialysat est porte au Laboratoire Departemental tfanalyse des 
Eaux de Pau pour quantifier la quantite ion metallique relarguee. 







Quantite d'ion 


Sel 


Compiexant 


mdtaliique relargu6e 


(2mg) 


(5 mg) 


(Mg/I Cu'*) 


CUSO4 


poly(CD-G) 


4 


CUSO4 


poly(ORN-G) 


7,7 



2773808 

10 





poly(orU-C3) 


8,6 


CUSO4 


poly(PU-G) 


23,6 


CUSO4 


poly(SPM-G) 


1.6 


CUSO4 


melange 1 


4 


CUSO4 


melange 1 


3 



Chaque complexant piege les ions. Mais par ordre decroissant tfefficacite 
nous trouvons : poly(SPM-G) > melange 1 > poly(CD-G) > poly(ORN-G) > 
poly(SPD-G) > poly(PU-G). 

La quantite d'ion Cu2+ relarguee a 6te determinee selon les techniques 
usitees au laboratoire departemental tfanalyse des eaux de Pau : le CDERE. 
Dans ce laboratoire. on a utilise les methodes de quantification des ions 
appelSes : 

-torche a auto-plasma; 

-flamme ; 

-four. 

b) - Plusieurs rapports de quantite ont 6te testes avec le melange 1 : 







Quantite de Cu^'*' 


Sel 


Quantite de 


relarguee dans 1ml de 


(1 mg) 


Complexant 


dialyse (Mg/I) 


CUSO4 


1mg 


1.4(1h30) 






5.9 (60h) 


CUSO4 


2mg 


0,8(1h30) 






6,3 (60h) 


CUSO4 


5mg 


3,9(1h30) 






4,1*(60h) 


CUSO4 


10mg 


6.3(1h30) 






2.5 (24h) 
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Pour chaque complexation, 2 dialyses ont ete faites. C'est entre 7,1 et 8,8 
Mg de Cu^* qui sont relargues, (Le piegeage est aussi efficace pour le rapport 1/1 
que celui 1/10). 

c) - Comparaison des composes synthetises : 



Sei 


Complexant 


Quantite de Cu^* 


(2 mg) 


(5mg) 


relarguee en 1 h30 






(Mg/i) 


CuS04 


ASB 


6.7 


CuS04 


poly(ASB) 


14.1 


CUSO4 


ASB-AG 


5.6 


CUSO4 


CARN-AG-ASB 


60,2 


CUSO4 


CARN-AG-m6lange 1 


7 


CUSO4 


CARN-AG-PL 


3 


CUSO4 


SPD-AG-ASB 


49,9 


CUSO4 


SPM-AG-melange 1 


7,6 


CUSO4 


ORN-AG-melange 1 


17,2 


CUSO4 


ORN-AG-ASB 


5,8 


CUSO4 


PU-AG-melange 1 


4,1 


CUSO4 


ORN-AG-PL 


9 


CUSO4 


CD-AG-melange 1 


2.5 


CUSO4 


PU-AG-ASB 


7,4 


CUSO4 


PU-AG-melange 1 


8,2 


CUSO4 


PU-AG-PL 


10,7 



Les meilleurs composes sont : CD-AG-melange 1 ; CARN-AG-PL et PU- 
AG-melange 1 . 



2 - Extension aux autres ions 
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Sels 


melange 2 


Quantite d'ion relarguee 


(2 mg) 




dans 1 litre (ijg/l) 


ZnS04. H2O 


5mg 


38,1 


AgS04 


5mg 


0,3 


NiS04, 7H2O 


5mg 


10 


CdS04, 8H2O 


5mg 


0.4 


AuCl2. 3H2O 


5mg 


<100 


Li2C03 


5mg 


310 



A part les ions Li^**" at Zn^"*", les autres sont tres bien pieges par le 
melange 2. 

3- Comparaison du melange 2 avec le coniugue MDA-ASB (au depart 
2 mg de sel pour 5 mg de complexant) 

Cd2+ : 47,5 fois mieux retenu par le melange 2 ; 
Zn2+ : 8.43 fois mieux retenu par le melange 2 ; 
Cu2+ : 6.3 fois mieux retenu par le melange 2. 

4 - Etude du relaroaae 
A partir d'un complexe traite par HCI (pH 2 1.2). les 2 dialysats sont 
analyses : 

1er : 75.5Mg/l de Cu2+ ; 
2eme : 7,5 |jg/l de Cu2+. 

Une grande partie du Cu2'*" piege par le melange 2 est relargue apres 
traitement acide. Le melange 2 est pH-sensible, done apres traitement permet un 
recyclage des ions retenus. On peut prevoir une reutllrsation des polyamines 
apres lavage dans des solutions tampons dont le pH > 7,4. 

EXEMPLE 2 : Filtration par ultrafiltration tangentielle 

1 - conditions exoerimentales : 

On utilise 400 mg du melange 1 drssous dans 2 litres d'eau chargee en 
CUCI2 et dont la concentration est de 26.24 g/L On fait passer au moyen d'une 
pompe peristaltique. les deux litres dans la cartouche de filtration (Prep-Scale 
MILLIPORE). Lors d'essais. il a 6te note que Teau ultrafiltree etait plus 
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concentree en cuivre en fin de filtration. Ainsi, I'eau ultrafiltree a 6te recuperee 
125 ml par 125 ml de maniere a pouvoir doser le cuivre non retenu. 
2 - Resultat 

Comme on peut le voir sur la figure 1. le rapport de la concentration en 
5 cuivre de la solution ultrafiltree sur la concentration en cuivre initiale (Cf/Ci) 
augmente lorsque le volume ultrafiltre (V) augmente. 
EXEMPLE 3 : Filtration par chromatographie 
3.1 - conditions ooeratoires de dH 

La colonne est constitue de 2 g de gel Sepliarose active au bromure de 
10 cyanogSne (REF : Phamnacia Code N" 17-0430-01) sur lequel a ete fixe un 
melange de polyamines (melange 1). 

Le volume de la colonne est de 7,4 ml. 

Une solution de 800ml ayant 10 g/l de CuClz dont le pH initial est de 4.4, 
est ajustee d pH 6,2 grace a I'addition de soude. Selon les courbes de 
15 references le cuivre pr^cipite. On r6cup6re le precipit6 sur papier filtre, la 
solution est ensuite pass6e sur colonne. 

On pr6l6ve ensuite les echantillons suivants : 

echantillon N': 

0 ; 10 ml de la solution a depolluer 
10 1 : 1 0 ml de la solution filtree en debut de filtration (1 00 ml) 

2 : 10 ml apres 500ml filtr6s 
3 : 10 ml apres 800 ml filtr6s 
4 : 10 ml sur la solution totale filtree 
5 : 10 ml apres lavage par 48 ml d'HC1 1 N 

5 La concentration de I'echantillon 0 en Cu2+ est de 3 mg/l. Done, la quantite 

de Cu d retenir est de 2,4 mg. 



N" echantillon 


volume d'eau 


Concentration en 


Rapport de la 




filtree 


mg/l de Cu2+ 


concentration de Cu2+ 


1 


100 ml 


0.00921 


325,7 


2 


500 ml 


0,0113 


265,4 


3 


800 ml 


0,4698 


6.385 



m 
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La concentration de l*echantillon 4. qui corespond aux 800 ml d'eau filtree 
sur la colonne. est de 61,22 \igl\. Elle nous donne la quantite de Cu2+ retenue 
par la colonne. 2.351 mg et le pourcentage de Cu2+ retenu est done de 97.95%. 

La concentration de I'echantillon 5. qui correspond a I'Slution. est de 43,94 
mg/l. Elle nous donne la quantite de Cu relarguee, 2,197 mg. ' 

Au cours du passage de la solution de Cu2+ sur la colonne on a rajoute 20 
ml de tampon phosphate sale (PBS) a pH 7.4 dans la solution, car le pH 6tait en 
train de decroltre rapidement. On a remarque quelques temps apres que la 
coloration bleu de la colonne dtait de plus en plus importante. 

Ces experimentations ont permis de definir que le controle du pH est 
primordial pour une bonne retention des ions. 

Une nouvelle colonne a ensuite ete faite contenant : 

- 1,5 gr de Sepharose actives sur laquelle de la poly(SPD-G) est fixee ; 

- 0,5 gr de Sepharose activee sur laquelle du Tris est fix6. 

Volume de la colonne : 7,4 ml. 

Sur les billes. 150 mg de poly(SPD-G) par gramme de billes ont ete fixes, 
ce qui est un tres bon rendement. 

La filtration d'une solution d'un litre ayant du CUSO4 dont le pH=6.4 a ete 
faite d Taide de cette colonne. 

On note que la colonne n'etait pas saturee. au vu de la coloration donnee 
par le Cu2+ retenu. 

La prise d'echantillons a ete faite ainsi: 

-echantillon N**: 

3.0 : 10 ml de la solution a depolluer a 12,15 mg/l 

3.1 : 10 ml de la solution filtr6e en debut de filtration (100 ml) 

3.2 : 10 ml apres 200ml filtres 
3.3:10 ml 300ml " 
3.4:10 ml 400ml " 
3.5:10 ml 500ml " 
3.6:10 ml 600ml " 
3.7:10 ml „ 700ml " 
3.8:10 ml 800ml " 



15 
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3.9:10 ml „ 900ml " 
3.10:10 ml 1 litre " 

3.1 1 : 10 ml de la solution totale filtree 

3.12 : 10 ml apres lavage par 100 ml d'HC1 1 N 
5 - Le debit de la colonne est de 500 ml/h 

- rechantillon 3.11 a un pH de 9,3. c=0.00617mg/l 

- A Tobservation, on a not6 un probleme d'homog^n^it^ sur la colonne 
ayant le Cu2+. 

La concentration en Cu2+ est divisee par 1969,2 entre I'eau de sortie et 
10 celle a depolluer ce qui confirme la necessite du couplage avec le Tris pour 
maintenir un pH superieur a 8 afin de maintenir les groupements NH2 et NH sous 
cette forme. 



N" echantillon 


volume d'eau 
filtree 


Concentration 
en mg/l de Cu2+ 


Rapport de la 
concentration 
de Cu2+ 


. pH 


3.1 


100ml 


0.00255 


4764.7 


9.8 


3.2 


200 


0,00711 


1708,8 


9,6 


3.3 


300 


0.00101 


12029,7 


9.36 


3.4 


400 


0,01414 


859,26 


9.36 


3.6 


500 


0,00296 


4104,7 


9.15 


3.6 


600 


0.01726 


703.93 


9.13 


3.7 


700 


0,03273 


371.2 


8.97 


3.8 


800 


0,00069 


17608.7 


8,7 


3.9 


900 


0.00180 


6750 


8.5 


3.10 


1 litre 


0,00009 


135000 


8.25 



15 La quantite de Cu2+ retenu sur la colonne est de 11 ,8 mg. 

Le pH a ete tres bien controle par Taddition de gel ayant du Tris. 
3.2 - Extension a d'autres ions mfetallioues 
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Sur la m§me colonne que precedemment : 

- on realise un essai de filtration d'une solution de Zn2+ (ZnS04) ; 

- on precipite a pH=9,9, on passe la solution sur papier filtre et on ramdne 
la solution a un pH=7,2 pour voir si il y a un effet tampon suffisant. 

- La prise d'echantillons a ete effectuee ainsi : 
echantillon N°: 

7.0 : 10 ml de la solution a depolluer ( concentration 21,596 mg/l) 

7.1 : 10 ml de la solution filtree en debut de filtration (100 ml) 

7.2 : 10 ml apres 300ml filtres 
7.3: 10 ml , 500ml „ 
7.4: 10 ml , 700ml 

7.5: 10 ml „ 900ml 

7.6 : 10 apres un litre 

7.7 : 10 ml de la solution totale filtree 

7.8 : 10 ml apres lavage par 20 ml de tarhpon glycine 



echantillon 


volume d'eau 
filtree 


Concentration en 
mg/l de Zn2+ 


Rapport de la 
concentration de 
Zn2+ 


PH 


7.1 


100 ml 


0,0001 


215960 


9,91 


7.2 


300 


2,547 


8,478 


8,17 


7.3 


500 


7.468 


2.89 


7,5 


7.4 


700 


15,236 


1.417 


7,04 


7.5 


900 


15,860 


1,361 


7,02 


7.6 


1000 


18.34 


1,177 


6,97 



La concentration en Zn2+ de la solution filtree (echantillon 7.7) est de 
14.36 mg/l. 

Done, la quantite de Zn2+ qui a ete capturee est de 7,23 mg. 
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On remarque que pour les ions Zn2+ j| est necessaire d'augmenter la 
quantite de Tris fixe sur le gel pour avoir une decroissance du pH plus lente et 
obtenir un bon rendement de piegeage de ces ions. 

3.3 - conclusion 

- le systeme colonne est applicable en milieu industriel. Son cout est faible 
en comparaison des moyens dont disposent les industriels a I'heure actuelle, 
comme les resines echangeuses d'ions ; 

- il permet : - d'apprecier rapidement les ameliorations du precede ; 



EXEMPLE4 

a) Svnthese 

On a couple sur le long de la chaine de la polyamine une tres grande 
quantite de fonctions ayant un pouvoir tampon comme NH2 ou NH pour accroitre 
la capacite de retention de la polyamine. La synthese a 6t6 effectuee comme 
suit : 

1**- Preparation d'une copolyamine comprenant 60% (en poids) de 
spemiidine et40% d'omithine, notee SPDqqORNjj^-G; 

2^- Activation des groupement COOH de la copolyamine par le 
carbodiimide ; 

3"*- Couplage des molecules comportant deux amines primaires ; 
4''- Test pH pour permettre la mise en evidence de I'amelioration du 
pouvoir tampon. 

Les molecules couplees sent respectivement I'ethylenediamine, la 
putrescine, la cadaverine, la spermidine et la spermine. On part de Thypothese 
selon laquelle plus la chaine carbonee sera longue d'une part et plus le nombre 
de groupements NH2 ou NH sera important, meilleur sera. Teffet donneur et la 
capture des ions H+ par les doublets libres des groupements NH2 ou NH. 

b) Resultats : 

bi - La copolyamine 0 est la copolyamine de reference : SPD0.6ORN0.4-G. 

En comparant chaque copolyamine a des pH de reference, on peut evaluer 
d'une part si le couplage par le carbodiimide a bien eu lieu et d'autre part si le 
pouvoir tampon a ete ameliore. 



- de verifier le bon fonctionnement de la filtration ; 
-d'optimiser les applications de notre methode a un faible 
cout. 
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N" de la copolyamine 
(molecule couplee) 


pH avec 1 ml de 
NaOH 1 N 


pH apres le rajout de 26 ml 
de HC1 10-^ M 


0 


10,05 


7.79 


1 (ED) 


10,05 


7.98 


2(PU) 


10,05 


8.47 


3 (CD) 


10,05 


8,32 


4 (SPD) 


10,05 


8,78 


5 (SPM) 


10.05 


8,92 



La copolyamine ayant ie plus grand nombre de NH et de NH2 a un pouvoir 
tampon plus eleve done ici la copolyamine 5 qui correspond a la copolyamine sur 
5 laquelle a ete couple la spermine par ie carbodiimide. 

b2 - Verification de I'amelioration de I'effet tampon 

Un test pH est realise entre la copolyamine 5 et le melange 2, qui jusqu'a 
present est celui qui a le plus fort pouvoir tampon. 

Les resuitats sont indiques dans le tableau suivant : 



(co)polyamine 


pH avec 1 ml de 
NaOH 1 N 


pH apres le rajout de 45 ml 
HC1 10-^ M 


N' 5 


9,68 


8,01 


melange 2 


9,68 


7.71 



La polyamine qui a le pouvoir tampon le plus important est la copolyamine 

5. 

Des resuitats identiques sont obtenus avec la copolyamine 
15 ORNo.sSPDo.rCB. 

EXEMPLE 5 

Pour evaluer I'interet biomedical des copolyamines selon Tinvention, on a 
teste un copolymere contenant du tryptophane, denomme SPDo./Wo.a-G, sur les 
modeles d'encephalite allergique experimental (EAE) et d'encephalite allergique 
20 experimentale chronique a rechutes (EAE-CR). 

Ces modeles ne prennent pas en compte tous les aspects de la sclerose 
en plaque. Mais, leurs composantes inflammatoire et demyelinisante sont une 
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bonne approche de la poussee aigQe de la maladie (Hashim et aL, J. Immunol. 
1978 : 121. 665-670 ; Chou et al., J. Immunol. 1979 : 123. 1540-1543 ; Feurer et 
al., J. NeuroimmunoL 1985 : 10, 159-166 ; Mannie et aL. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 1985 : 82, 5515-5519; Raine, in Koestler J.C., Handbook of clinical 
5 neurology : Demyelinating Diseases 1985 : 3 (47). 429-466, Elsevier Science 
Ed. ; Wilcox et al., Immunol. 1989 : 67, 435-440). 

Plusieurs series de rates Lewis, souche gdnetiquement susceptible, agees 
de 7 semaines, et dont le poids moyen est de 140 g. ont re9U chacune 100 pg du 
peptide encephalitogene de Peninsula Laboratories avec 1 mg de 

10 Mycobacterium tuberculosis (DIFCO) dans 100 pi d*une §mulsion de s§rum 
physiologique et d'adjuvant complet de Freund (ACF H37Ra. DIFCO). Les rates 
resolvent 50 pi dans la voOte plantaire des pattes anieres. Le peptide 
encephalitogene (PE) a la sequence suivante : 

Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln-Arg-Ser-Gln-Asp-Glu-Asn. 

15 Les rates provenaient du Centre d'Elevage Janvier. Durant toutes les 

experimentations, les animaux ont ete mis dans les conditions d'elevage 
requises par la legislation. On injecte aux rates le melange encephalitogene (PE 
et Mycobacterium) puis on les repartit de fa9on aleatoire dans chaque groupe. 
Les animaux ont ete observes cliniquement tous les jours ouvrables apres 

20 administration de remulsion encephalitogene. Les tests sont bases sur quelques 
criteres portant sur : 

- la demarche ; 

- i'aggripement (force musculaire) ; 

- la reception sur le sol lisse apr6s saut ; 
25 - la sensibilite et Thypotonie de la queue. 

On a egalement observe le comportement. le tonus de chaque animal et 
note revolution de son poids. Un score clinique a ete ainsi attribue : 
0 : pas de signes ; 
0,5 : peu actif et perte de poids ; 
30 1 : hypotonie de la queue ; 

2 : faiblesse des membres inferieurs ; 

3 : hemiparesie ; 

4 : tetraplegie, etat moribond. 
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Un score egal ou superieur a 2 etait requis pour affirmer le handicap 
neurologique (poussee d'EAE ou d'EAE-CR). Si ce score ^tabli regresse, les 
animaux sont en phase de remission. Par centre, lorsque ce score clinique 
revient a une valeur au moins egale d 2. les animaux font une rechute (deuxieme 
poussee). 

Une attention particuliere a ete port6e pour differencier les signes 
neurologiques de Tatternte articulaire arthritique. L'6tat inflammatoire des pattes 
a ete apprecie de la fagon suivante (score arthritique) : 

1 et 2 : od6me de la patte (ne genant pas la marche) ; 

3 et 4 : grosses pattes inflammatoires ; 

5 et 6 : oedeme de la patte genant la marche ou pattes tr6s 
inflammatoires ; 

7 et plus : gros oedeme et forte inflammation, gene, ulceration, 
Les resultats sont les suivants : 

1 - 6volution pond6rale moyenne par rapport au groupe controle 
Comme on peut le voir sur la figure 2, revolution ponderate moyenne du 

groupe traite avec le copolymere SPD0.7W0.3-G n'est pas differente de celle du 
groupe controle. 

2 - evolution du score arthritique moyen 

Comme on peut le voir sur la figure 3, revolution du score arthritique 
moyen du groupe traite avec le copolymere SPD0.7W0.3-G n'est pas diff6rente de 
celle du groupe controle. 

3 - evolution du score encephalitique moyen. 

Comme on peut le voir sur la figure 4, I'interet du copolymere SPD0.7W0.3- 
G. est confirme : le compost n'est pas suffisant pour abolir la crise 
encephalique. mais il la r6duit de moitie dans son intensity et sa duree. Ici. if a 
et6 administre 12 jours avant la survenue de la crise. 

Dans les trois cas ci-dessus. on obtient des resultats comparables 
lorsqu'on remplace le tryptophane par la cysteine ou la tyrosine. 
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REVENDICATIONS 

1 . Compose susceptible de pieger des ions metalliques, choisi parmi : 
• une polyamine susceptible d'etre obtenue soit par polymerisation d'un agent 
reticulant et d'une diamine de formule (1) ou tfun melange de diamines de 
formule (1) : 

2HN-A.NHR1 (1) 

dans laquelle 

- A represente un (Ci-C6)alkylene ou alkyliddne, eventueilement substitue 
par un ou plusieurs carboxyles ; un groupe — (CHj)— C — ; un groupe 

O 

C— (CH2)— ; un groupe -(CH2)n-NH-(CH2)n- ; ou un groupe 

O 

-(CH2)n-NH-(CH2)n-NH-(CH2)n- ; chaque entier n pouvant prendre les valeurs 1 a 
6 ; et 

- Ri represente I'hydrogene ou un (Ci-C6)alkyle eventueilement substitue par un 
ou plusieurs carboxyles et/ou un imidazolyle, soit par polymerisation sur elle- 
meme d'une molecule comportant a la fois une fonction amine primaire et une 
fonction aldehyde protegee sous forme d'acetal. soit par reduction d'un 
polyamide ; 

* un melange de polyamines telles que definies ci-dessus ; et 

* un conjugue de formule : 

X-Y-Zp 

dans laquelle 

- X et Z represented independamment une diamine de formule (1) ou une 
polyamine ou un melange de polyamines tels que definis ci-dessus ; Z peut aussi 
representer une molecule porteuse telle que la polylysine et I'album'ine serique 
bovine ; 

- Y represente une liaison directe ou le residu de I'anhydride succinique ou 
glutarique ; et 

- p est.un entier variant de 1 a 3 ; 

etant entendu que lorsque Y represente I'anhydride succinique ou glutarique et X 
represente une diamine de fonmule 2HN-A-NHR1, dans laquelle 
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* A est un (Ci-C6)alkylene, un groupe -(CH2)n-NH-(CH2)n- ou un groupe - 
(CH2)n-NH-(CH2)n-NH-(CH2)n- et Ri est I'hydrogene. ou 

* A est un groupe -(CH2)2-C(0)- et Ri est un groupe (imidazol-5- 
yl)carboxymethyle, 

5 Z ne represente pas la polylysine. 

2. Compose selon la revendication 1 , qui est un melange de polyamines. 

3. Compose selon la revendication 1, qui est un conjugue de formule X-Y-Z 
dans laquelle X represente une diamine de formule (1), Y represente le residu de 
ranhydride succinique ou glutarique et Z represente un melange de polyamines. 

10 4. Compose selon la revendication 1, qui est un conjugue de formule X-Y-Zp 
dans laquelle X represente une polyamine, Y represente une liaison directe, Z 
represente une diamine de fomnule (1) et p vaut 1 ou 2. 

5. Compose selon Tune des revendications 1 a 3, dans lequel chaque 
polyamine du melange de polyamines est obtenue par polymerisation d'une 

15 diamine de formule (1) distincte. 

6. Compose selon Tune des revendications 1 a 5» dans lequel la diamine de 
formule (1) est choisie panni la L-ornithine. la cadaverine, la putrescine. la L- 
carnosine, la spermidine et la spermine. 

7. Compose selon Tune des revendications 1 S 3 ou 5, dans lequel le 
20 melange de polyamines est un melange de poly(L-ornithine). poly(putrescine). 

poly(cadaverine), poty(spermidine) et de poly (spermine). 

8. Precede pour recuperer des' ions metalliques en solution, qui comprend 
les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une solution contenant des ions metalliques avec 
25 un compose tel que defini ci-apres pour fonner un complexe ; 

- le passage du complexe sur un dispositif de filtration pour retenir ou 
filtrer le complexe ; et 

- la recuperation des ions metalliques par traitement a Taide d'une 
solution acide du complexe retenu ou filtre ; 

30 ledit compos6 etant choisi parmi : 

* une polyamine susceptible d'etre obtenue soit par polymerisation d'un agent 
reticulant et d*une diamine de formule (1) ou d'un melange de diamines de 
formule (1) : 

2HN-A.NHR1 (1) 
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dans laquelle 

- A represente un (CrC6)alkylene ou alkylidene, eventuellement substitue 
par un ou plusieurs carboxyles ; un groupe (CH2)— C ; un groupe 

O 

— C— (CH2)— : un groupe -(CH2)n-NH-(CH2)n- ; ou un groupe 
O 

-(CH2)n"NH-(CH2)n-NH-(CH2)n- i chsque entier n pouvant prendre les valeurs 1 a 
5 6;et 

. Ri represente Thydrogene ou un (Ci-C6)alkyle 6ventuellement substitu6 par un 
ou plusieurs carboxyles et/ou un imidazolyle, soit par polymerisation sur elle- 
meme d'une molecule comportant ^ la fois une fonction amine primaire et une 
fonction aldehyde protegee sous fome d'ac6tal. soit par reduction tfun 
10 polyamide ; 

* un melange de polyamines telles^que definies ci-dessus ; et 

* un conjugue de formule : 

X-Y-Zp 

dans laquelle 

15 . X et Z represented independamment une diamine de fomnule (1) ou une 
polyamine ou un melange de polyamines tels que definis ci-dessus ; Z peut aussi 
representer une molecule porteuse telle que la polylysine et Talbumine serique 
bovine ; 

- Y represente une liaison directe ou le residu de Tanhydride succinique ou 
20 glutarique ; et 

- p est un entier variant de 1 d 3. 

9. Precede selon la revendication 8, dans lequel le compose est tel que 
defini dans Tune des revendications 2 a 7. 

10. Precede selon la revendication 8 ou 9, dans lequel le dispositif de 
25 filtration est une colonne de chromatographie par affinity, le pH de ladite colonne 

etant maintenu a une valeur superieure ou egale d 8 lors du passage du 
complexe. 

11. Proc6de selon Tune des revendications 8 d 10, qui comprend en outre le 
recyclage dudit compose. 

30 12. Utilisation d'un compose choisi pamrii : 
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• une polyamine susceptible d'etre obtenue soit par polymerisation d'un agent 
r6ticulant et d'une dianr>ine de formuie (1) ou d'un melange de diamines de 
formule (1) : 

aHN-A-NHR, (1) 

5 dans laquelle 

- A represente un (Ci-C6)alkyl§ne ou alkylidene. 6ventuellement substitue 
par un ou plusieurs carboxyles ; un groupe (CHg)— C ; un groupe 

O 

— C— (CHj)— : un groupe -(CH2)„-NH-(CH2)„- ; ou un groupe 
O 

-(CH2)„-NH-(CH2)„-NH-(CH2)n- 1 chaque entier n pouvant prendre les valeurs 1 d 
6; et 

10 - Ri represente l'hydrog§ne ou ud (C,-C6)alkyle 6ventuellement substitu6 par un 
ou plusieurs carboxyles et/ou un imidazolyle. soit par polymerisation sur elle- 
m§me d'une molecule comportant a la fois une fonction amine primaire et une 
fonction aldehyde protegee sous forme d'acetal. soit par reduction d'un 
polyamide ; 

15 * un melange de polyamines telles que d6fmies ci-dessus ; et 

* un conjugu§ de formule : 

X-Y-Zp 

dans laquelle 

- X et Z repr6sentent independamment une diamine de fomiule (1) ou une 
20 polyamine ou un melange de polyamines tels que dSfinis ci-dessus ; Z peut aussi 

representer une molecule porteuse telle que la polylysine et I'albumine serique 
bovine ; 

- Y represente une liaison directe ou le r6sidu de I'anhydride succinique ou 
glutarique ; et 

25 - p est un entier variant de 1 a 3 ; 

pour le traitement des eaux contaminees. 
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